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para solicitar
PA TE NT E D E I NVE NC 1 ON
en
ESPANA
por VEINTE afos
a nombre de CHAS.PFIZER & CO., INC., entidad norteamericana,
establecida en 11 Bartlett Street, Brooklyn, Nueva York, Es-

tados Unidos de AmériCra™ por:

"UIT PROCEDIr.UEHTO PARA PRODUCIR WU ANTIBIOTICO".
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Este invento se refiere a una sustancia antibioti-
ca nueva y util que denominamos Viomicina, y a un procedimien-
to para su preparacién por cultivo de ciertas cepas de un nue-
vo micro-organismo que llamamos en esta Memoria "'Strentomv-
ces puniceus. Este organismo se aisld de una muestra de te-
rreno tomada cerca de Cienfuegos (Cuba). Su descripcion, de
acuerdo con la clave del *"Manual of Determinative Bacterio-
logy', de Bergey, 6a. edicion, paginas 929-933, es como Si-

gue:
Las caracteristicas de cultivo de esta especie, re-
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feridas al niéimero aislado 131l4-5, se dan mis =bajo en forma

tabular,

(Los colores, cuando se mencisona R, son los de la

obras de Rigway "Golor Standards and liomenclature")

las lecturaesz se refieren & diez tubos de ensayo ex-

cepto para los azdcares (2 tubos).

Golor

“iicelio aé- Pigmento
rec Y esporas soluble

- 5
lagnitud
del cre-
kedio cimiento,
Glucosg- moderado
asDarae
sina-
Q7ar.
Geolatina modarado
Lechada 8scaso
da tor-
nasol.

La parte espo-hinguno
rulcda varias
desde Pearl
Gray v Pallid
Vinsaceous
Drab a (usuel-
mente Pale
Olive Grai u
Olive Buff (R);
partP cerea
jeutral red a
Corin -

thien Purple
TRy,
Blanco & ninguno

Pale Olive
Burf TR) B

Pardo og.
curo

anillo pardo

-2 -

Observaciones

Colonia elevads; oorde
liso; sunerflcie éspe-
ra; esparulacidn buena,

' puntas de hifas y coni-

dibforos rojas o roses;
conidios 0,65 x 1 30/u
oblongos, an cadenas;
tres tipos ds colonias
{de aproximadamente 110
colonias): 1} 25 colo-
nias completamente espo-
ruladas cerca del Pale
Olive Gray (R), 2) apro-

" Ximademente 80 colonies

con poca esporulacién,
Blanco a Pallid Br
Drab (R) micelio aséreo
cubierto de gotitas in-
coloras; (3) aproxima-
¢amente 5 colonias_con
superficie céree, sin
micelio aéreo, perc es-
tructuras = modo de co-
remias que & menudo te-
nian hifas esporulan-
tes en la punta; todas
las colonias tenfan mi-
celio vegetativo cerca-
no al Corinthian 2ur-
ple (R).

Fuerte licuacidn

10 hubo hidrolisis o
peptonizacibn, el pH
cambid desde 6,2 a
6,3-6, ?2
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Malato Bueno a Blanco en 4 ninguno Reverso blanco en 6 tu-

de Ca. moderado. tubos de for- bos de forma normal vy
ma normal de 1 de malato, amarillen-
malato. Palé to en 4 tubos de 1 ma-
Olive Buff R) lato.

en 2 tubos de
forma 1, en
otros 4 tubos

de forma 1 cen-
tro de colonia
Pallid House
Gray con bordes
cercanos al Palé

Chalcedony
Yellow QRj
Celmlo- ningun cre-
sa. cimiento o
muy escaso.
* Gluco- bueno Blanco a Pallid Pardo Superficie arrugada, a-
Ssa-agar . House Gray (R). grietada; reverso pardo.
" "-Patata. bueno. Palé Olive Pardo Colonias arrugadas.
Gray (R) oman-  oOscuro.

chado con Po-
11id Quaker
Dra& (R); ,
regiones cereas
Deep Livid Pur-

pie (R).

, Placas escaso Palé Vinaceuous Ninguno Débilmente hidrolizado.
de feé- Ulac a Palé Reverso rojo neutro a
cula. Smoke Gray y Dark Corinthian Purple

Pallid Brownish YRH
Drab"(R) -~
Agar moderado. Palé Olive Ninguno Reverso Livid Purple RV
sin- Drab a PaHid
tetaco. House Gray ®
Agar moderado Blanco. ninguno Reverso blanco.
nu-
tricio.
de Emer- bueno. Palé Olive ninguno. Reverso cercano al Deep
son. Gray (R re- Purolish Vinaceous 1R)7
giones cereas
cercanas al
Light Vina-
ceous Drab (R)
d-x ilosa moderado Pallid Vina- ninguno Reverso Corinthian Pur-

ceous Drab (R) pie (R).



L-ara-
binosa

1-ratn-
nosa

levu-
losa

Galac-
tosa

Saca-
rosa

Mal -
tosa

lacto-
sa

Rafi-
nosa

Inulina

D-mani -
tol

D-sor-
bitol

Dulci-
tol .

Inosi-
tol

sali-
cina

citra-
todeNa

Succi-
natode
Na

Hierro
deKli-
gler

Tirosi-

nato-agar

escaso

escaso

moderado

moderado

escaso

moderado

escaso

escaso

escaso

bueno

escaso

escaso

escaso

escaso

escaso

escaso

bueno

escaso

Fallid Mouse
Gray (R)

Blanco.

Pallid Vina-

ceous Drab (®

Palé OQOlive
Gray IR)

Blanco
Palé Olive
Gray (R)
Blanco
Blanco.
Blanco
Palé Olive
GraylIRI
blanco
blanco

blanco

Pallid Mouse

Gray R}
Pallid Mouse
Gray (RT
Pallid Mouse
Gray iRI
medio inalte-
rado.

cercano al
Drab Gray (R

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno

ninguno
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Reverso Light cinnamon
Drab o Vinaceous Drab

®)-

Reverso blanco.

Reverso Corinthian Pur-

pie (R)-

Reverso Dark Vinaceuous
Purple

Reverso blanco.

Reverso Dark Vinaceuous
Purple (R)

Reverso blanco.

Reverso Blanco.

*
Reverso blanco.

Reverso cercano al Dark
Vinaceous Purple (R)

Reverso blanco

reverso blanco

reverso blanco

Reverso Light Ginnamon
Drab (R)

Reverso pardo muy claro

Reverso blanco

Colonia delgada, cérea,
plana, transldcida; re-
verso pardo clero.



caldo
de ni-
tratos,

Tubos
agita-
dog de
agar nu-
tricio

Pgrari-
na
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moderado Hitratos reducidos.

sin cre-

cimiento

debajo de
ls super=-
ficie.

sin creci-
miento.

Bste invento preterde tembién incluir los mutantes

o

del mencionado microorganismo, gue pueden pnroducirse por a-
gentes de mutacidn tsles como los rayos X, la radiscidn ul-
traviqleta, mostazas nitrogenados, etc.

Log antibidticos producidos por organismos del gé-
nero Streptomyces de los actinomicetos de los cuales =on muy
conocidos hoy varios, caen dentro de dos clases: 1) sustan-
cias neutras que puedén extraerse de los caldos a pH 4cido,
neutro y alcalino por medio de disolventes, y 2) sustancics
béisicus cue en general no pueden ser eitru{das por disolven-
tes orgfnicos. La cloromicetina y la sctinomicina son tipi-
cos del primer gruno, ¥ la eétreptoaicina ¥ la estreptotri-
cina del segundo. Por este criterio, 1a viomicina es un mienm-
bro del ssgundo grupo. Le viomicina gomporte tambidn con es-
te grupo la propiedad de ser precipitade por ciertos coloran-
tes f4cidos tales como el Erio Chrome Violet, El Pontamine
Fast Orange, El rojo S de alizarina, sl azul de sintraceno,
el Pontamina Steel Blue, el Pontamine Gresen, y otros coloran-~
tes similares del Acido sulfénico. El grupo bisico al cual
pertenece la viomicina se ca;acteriza por un amplio espectro
antibidtico, particularmente entrs las bacdterias Grem-nega-

tivas. La tabla siguiente nuestra los espectros bacteriales



193112

comparetivos ce la estreptomicina, la estreptotricina, la cio-
romicetino, la aureomicina, y la viomicina:
Tabla 1

Mcgr. por mi. de antibidtico necesarios para inhibir el crecimiento
de micro-organismos en placas de asar nutricio. - -

Organismo —-.aureomicina “cloromicetina “estrepto- ¢cstrep- “Vvio-
N N micina ~tectrici- Mmidi-
na na.
S. aureus 0,9 7 4 6 50
S. albus 0,9 7 6 9 100
B. subtilis 1 5 9 30 100
B. mycoides 0.9 4 7 70 80
Org. de Bo- i 500 1000 10 500
denheimer
S. typhosa 5 4 10 10 100
S. pullorum. 2 5 30 9 100
3 . paratyphi A 5 - 5 20 9 100
S. paratyphi B 5 5 30 10 100
K. Pneumoniae 7 5 10 3 30
Sh. paradysen- 5 1 10 7 100
teriae
E_Ooli 5 9 9 7 100
A. aerogenea 0,9 2 9 9 * 30
Ps. aeruginosa 10 20 10 10 ~3000
Proteus sp. 50 80 10 8 500
M. Albicans 2000 ~>2000 :>2000 100 ~3000
. 1 hidérocloruro cristaliza-do
2 bi*istalizada o
3 sulfato de er“treptomicina (750 U. estreptomicifia/mgr .) expresado
como mgr. de base activa.
4 sulfato de estreptomicina (ex heliantato cristalizado, 800 u. es-
treptmmicin”™/mgr.).
3 sulfato de viomicina bruto amorfo, que se cree contiene un 10%

aproximadamente de ingrediente activo.
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La viomicina se diferencia ademds de los antibidti-
cos conocidos obtenidos de los Streptomyces comparando la ac-
tividad de los preparados de estos antibidticos con cepas de
bacterias hachas resistentes al antibidtico por transferencia
sucesiva a caldos que contienen cantidades progresivamente cre-
cientes del antibidtico, con relacién a la cepa original sen-
sible, La Tabla sigui™nt® en la cual la dosificacion ha sido
reducida a unidades de dilucidén de E. coli por mililitro ilus-
tra esto. La potencia de cada antibidético se determind pri-
mero encontrando el volumen total en mililitros de un caldo
nutricio, que contiene un cultivo patron de E. coli, que po-
dia mantenerse libre de crecimiento por un miligramo del an-
tibidtico después de incubaciéon de 18 horas a 37" C. Este
nimero de mililitros se denomin6é el valor CDU para ese anti-
biotico. Luego, a Ffin de comparar los antibidticos a igual
actividad bioldégica, se eligieron valores CDU uniformes de
50 y 100/mililitros y el peso requerido de cada antibidtico
empleado para dar tales valores.

Tabla 11

Comparacion de la accion de diversos antibidticos contra cepas de
A. aerogenes en caldo nutricio. _

estrontomicina estreptotricina doromjcetina vloniclne
Organismo 30 100 50 100 50 100 50 100
(Cbu/ml ) (€busml ) €bus/ml.) (Cbus/ml.)

A.aerogenes
(cepa A)

A.aerogenes
(cepa B)
A.aerogenes
(cepa O
A.aerogenes
(cepa D)
crecimiento - =< sin crecimiento
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La c<pa A de A. aerogenes es sensible a 25 CDU/ml. d< todos los
mencionados antibidticos.

La cepa B de A. aerogenes es resistente a 200 CDU/ml. de cloromi
cetina.

La cepa C de A. aerogenes es resistente a 4400 CDU/ml. de estrep
tomicina y aproximadamente 25 CDU/ml de estreptotricina.

La cepa D de A. aerogenes es resistente a 7500 CDU/ml. de estrep
tricina y aproximadamente 200 CDU/ml. de estreptomicina.

En la Tabla Il puede verse que la viomicina es ca-
paz de re&rdar el crecimiento de cepas de A* aerogenes he-
chas resistentes a la estreptomicina y cloromicetina, pero
no de cepas resistentes a la estreptotricina. Esto distin-
gue claramente a la viomicina de todos estos antibidticos,
salvo la estreptotricina.

La viomicina puede distinguirse de la estreptotri-
cina y de la estreptomicina por su comportamiento sobre un
crematograma en el papel en un sistema de agua saturada con
n-butanol que contiene 2% de piperidina y 2% de acido p-to-
luenosulf&nico realizado durante % horas a 25s c usando

B. subtilis como organismo de ensayo.

Antibidtico RF
Estreptomicina A 0,38
Estreptotricina 0,04
Viomicina 0,06

La viomicina es estable cuando se hierve durante 15 minutos
a una concentracion de 500 microgramos por mi. en agua a pH
2, 6,5y 9.

La toxicidad de diversos antibioticos, con inclu-

sién de la viomicina, se da en la Tabla 111.
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Toxicidad de diversos antibioticos.
(Mgr. por ratén de 20 grs)

b

-
(@]
(@]

t

-
-
O

Ant Intravenosa Subcutane a Oral

1Do IDo - ID50 IDo LD50

Sulfato de es-

treptomicina. 2.5

Sulfato de es-

treptomicina 4

Cloromicetina 0,6

Hidrocloruro

de aureomicina 1,50

Sulfato de vio-

micina (bruto) 6 7 10 35 X200 indeter
N minado.

La viomicifa puede uroducirse cultivaran Streutomy-
ces punices, con preferencia s 24'C - 3030 en condiciones su-
mergidas de agitacion y aireacion sobre medios que contienen
uno fuente de carbohidratos, tales como azlcares, TfTéculas,
glicerol; una fuente de nitrégeno organico, tal como harina
de habas de soja o gluten de trigo; una fuente de sustancias
de crecimiento, tales como solubles de destileria; sal comin
y carbonato de calcio como agente tampén. Una vez que ha tcr
mirado el crecimiento, el micelio se separa y el antibidtico
es precipitado del caldo, por ejemplo, por la adicién de colo
rentes de acido sulfénico tales como Erio Chrome Violet, Pon-
tamina Fast Orange, etc. La torta de colorante se descompo-
ne luego y el antibiodotico se separa del filtrado.

ElI inoculo puede obtenerse empleando un cultivo de
tubos iInclinados o botellas de Roux inoculados con S. puni-

ceus. Un medio sélido adecuado para este crecimiento inicial
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consiste en:

Dextrosa . . . o o« 10 grs.
xtracto de carns de buey 4 i
Pentona o+ . « o . o & 4 "

Extracto de levs dura o o e 1l "
Cloruro ds soalo e s s s a2 245 M
Agua destilads hasta . 1000 mls.
Ajuste e el pH a ? vy aua&aue

ACET © v v o o o« o o o « o 30 grs,

Este cultivo se uss pera inoculsr netiraces ggita-
dos o depbsitos de indculo sumergido; o alternstiveomente los
depbsitos de indculo pueden inocularse desde el matraz agi-
tado. Bn un nmatrez egitado, el cultivo habrs clesnzasdo su
mfAximo, en general, en 4 dfas, al naso gue el indculo en un
depdsito de indculo sumergido estard en su perfodo més favo-
rable usualmente en dos dfas. Desde el depdsito de indculo,
el caldo mezclado con el microorganismo es forzsdo dentro del
fermantador en condiciones completemente estdriles v =1 cre-
cimlento se continfda durante otro pefiodo de dos dias. BEn
todo mo&ento, la nireacidn se mantiens en los depdsitos del
fermentador insuflando sire estéril s través de un atomiza-
dor en proporcidn de 1/2 s 2 vollemenes &e cire 1libre por vo-

agitados Se

o]
)]

10men ge caldéo por minute, miént;as el ecaldo
mantiene esterilidad complets en todo momento y'ln tempera-
tura del caldo, en general, se montiene entre 248C y 3C8C.

£1 invento podrd comprenderse con mis fucilidad cone
sidernndo los siguientes ejemplos ilustrstives de su rezli-
zacibns

wjemplo I

Se prepard un medio con la composicidn sisuiente:

- 10 -
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Harina de habas de SOJS'O L T T T P, lo grs.
Dextrosa « + o ¢ o o o v
Cloruro de s00G1l0 « ¢ o = o o o ¢ o o o . ., . 5 "

Solubles de destileria.u * " F s e s 4 4 4 @ 6’5 o
Acua hesta o o o v v s s o 0 s e e W o, 5, 100G mls.
Ajustando el pil & 7 con KOH ¥y aiiadiendo

Coerbonsto de calecio S e 1 o g

Do este meGio se distribud 500 mls, a un motrez de
Ferbsck de 2,8 litros, y e 25terilizd Curante 30 mirutos @
1212C¢. Despuls de snfrismiento, el medio se inoculd con unsa
susvensidn de S, puniceus desde un cultivo inclinédo o bote-
1la de RouxAde in8culo como antes se deseribid. Los metraces
se agitaron en un agltador rotutivo con un desplazamiesnto de
6% mm. a 200 P.p.m. 8 272C durante 4 dfus. &n ese momento se
comprobd que el cnldo tenfia uns potenciz de 320 CwU por ml.
v que el pil era de 7,3. La mezcla de ccldo y micelio se ajus-

una pequeiin cuntided de Super-

fnte
O

t8 a pi 2 con H,S0,, se atiad
274
cel v 1z mezmcla se filtrd. La mezcla clers se sjustd e pH

L
5,5 v se uiadib Erioc Chrome Violet en proporcidn de 2 grs.

F
£

R . P . . .
nor 1litro, con agitacidn. egitocidn se continud durante

una hors aproximaGumente a ls temperaturn ambiente, se afic-
di8 Super-cel suficiente para permitir ls filtracidn y 1la tor-
tu se separd por Tiltracidn y se levd con 20% del vollmen ori-
ginal de sgua. - Cuando estuvo sscu, la torta se puso en sus-
nensibn en 1/12 dsl vollman original de metanol 80% y se des-
compuso con ayuds de 1l gr. de B8012.2H20 por cuda & grs. ds
Ario Chrome Violet, ogitando dursznte dos horas a la t

turs @-biente. Despuds de filtracidn, el filtrado metandlico
ge dacolord.con una pecueils centicad de carbdn y se filtrd de

nuevo. &l Tiltrado incoloro se le afadieron £ vollmenes de

- 11 -



metanol absoluto y 2 mis. ce una solucion al 59%? de sulfato
de trietilam.ina en me.tanol por ceda gramo de BaCi”.2H2”~* Con
ayuda de Super-cel se separ6é por Filtracién un precipitado de
sulfato de bario y sulfato de viomicina. La torta se lavo
con metanol absoluto y luego se agitd con agua para disolver
el sulfato de vionicina y el sulfato de bario y el Super-cel
se separaron por filtraciéon. La soluciéon acuosa incolora re-
sultante de"sulfato de viomicina se sec6. EI polvo blanco
amorfo resultante mostré una actividad de 40 CDU por miligra-
mo.

Ejemplo 11

Se preparé un medio con la composicidén siguiente:

Gluten de trigo ....... .. ....... 3D g|s-
Glicerol ... _.._..... . - . ... 1o

(0F= <Y<Y 1 ¢ I 5 M
Melazas de remolacha  .......... 2 M
Licor de fermentacioén de maiz . . 2 i
Solubles de destileria ........ 2 M

Ajustando el pH a 7 con KOH vy
afadiendo

Carbonato de calcio . . . . . . . 5 L.
Agua, del grifo hesta.......... 1 litro
Aceite ce SOJa --c.oiaiiiiaaoaan 1 mi.

Esterilizando 45 minutos a 121*0

75 litros del citado medio en un depdsito de ino-
culante agitado, de 180 litros, se Inocularon con 2 litros
de inéculo hecho como antes se describié por el cultivo su-
mergido de S. puniceus y mantenido a 27 *C durante 24 horas
con agitacidén constante mientras se iInyectd aire estéril a
través del caldo a aproximadamente 1 a 1*5 volumenes de aire
libre por volumen de caldo por minuto. Al cabo de 24 horas
el inoculante preparado como antes se ha dicho se transfirid

en condiciones completamente estériles a 550 litros del mismo
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medio en un ferrmentador de 900 litros. La agitacibn y la ai-
reacidn fueron luss mismas como on el dendsito de inoculante
y al cuabo de 48 horas a 27%8C, el caldo resultd tener una Dpo-
tencia final de 100 CDU por ml.

Bjempnlo III

Se prepard un medio con la composicidn siguiente:

Gluten de trigo « + ¢« ¢ ¢ ¢ + o ., . . . . e+ 10 grs,
GlicerOl . - . e » * . ¢, . . ¢ o . . » . o ] 10

NeZ-aminag Be ¢ ¢ ¢ ¢ o o ¢ o o & * & o6 o & e ® @ 5 i
(hidrolizado de cassina)
Melazas de remolacha . . . e e s e 8 s s e s 2 m
Licor de fermentacibn de mafz . -
Solubles de destilerfa . .., . . . . . . . . ¢« 2 "
Agua del grifo, hasta . e + v s s o s s o » 1000 mis,
Ajustando el pH a 7 con KOH y afiadiendo
Carbonato de CalClo . e ® 4 * e e+ s o e e o o 5 o

Cuatro matraces de Fernback de 2,8 litros, conte-h
niendo cads uno un litro del citado medio se esterilizaron
20 minutos a 1212C. Después de enfriamiento, se inocularon
con une suspensidn de S. puniceus procedente de un cultivo
inclinado ¥y se agitaron en un agitador rotativo durante 48
horas a 28%C. Se usd una mezcla de caldo y micelio para ino-
cular un fermentador de 180 litros cus contenis 75 litros
del mencionado medio que se hebis esterilizado durante 20 mi-
nutos a 1212C en condiciones estrictamente asépticas. La
agitecidn fud dadz por un agitedor del tipo de hélice mien-
trass =1 fermentador £e mantuvo bajo presiGn positive de alre

por 1la (dmision a través de un pulverizador de aire estéril.

Al cabo de 48 horas, el caldo resultd tener una potencia de

100 ¢CDU/ml.
Bl caldo, que asclende & 75 litros, se sepord del

micelio por filtracibn, se ajustd a pH 6,5 con H,80, v se

- 13 -
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afudieron 240 gramos de oxslato amdnico para precipitar el
miceiio como oxzlato que luego se separd por filtracidn. =1
caldo clarc se sjustd a pH 5,5, con H2804 ¥ se afisdieron 160
¢rumos de Bio Chrome Violet y el caldo se agitd durante 1,5
horas. Bl precipitado de colorznte se separé del caldo sgo-
tade con ayuda de Super-cel. La torta de colorsnte =e lcvd
con 16 litros de ague ¥ se secd insuflando aire = través del
filtro-prensa. Le torta seca de-colorante Se pPuso en suspen-
818n en 3 litros de una mezcla de 80% de metonol y 20% de a-
cetona ¥y se afiadieron 250 nml. éz2 uny solucidn metandlica al
50% de sulfato de tristilamins j el conjunto se agité duran~
te 1,5 horas. El precipitado dé éulféto de viomlcinsa son
Super-cel se separd por filtracidn y se lavd con scetona y
luego con metanol. La torta seca se agitd luego durante 1/2
hora en 2 litros de zpua destilada ¥y el Super-cel se separé.
de la solucidn de sulfato de viomicina por filtracién. Una
solucidn incolora clara de sulfato de viomicina se secd y el
s81lido blanco amorfo resultd tener una potencis de 370 CDU
por milfzramo.

En los ejemplos que antecsden, ha de entenderse
que las composiciones de los medlos de cultivo son mersmen-
te ilﬁstfatiVas ¥ pueden varisrse dentro de lImites relati-
vamente amplios, npor ejempio, sustituyendo el gluten de tri-
go por harina de semillas de azlgoddn o harina de habas de
soja, etc., 4nflogamente, les condiciones de la fermentecidn,
tales como la agitacidn, le proporcidn de ls aireacién, la

temperatura, etec., Pueden variarse en medids considerable.

- 14 -
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iuchos métodos alternativos y variuciones del método descri-
to de recuverar el antibibtico tales como, por ejemplo, ex-
traccidn con disolventes & diversos pH, adsorcifn sobre ald.
ﬁina activadn, resinss de permutacidn cetibnica o carbén vew
getal; elucidn con: disolventes dcidos o neutros, etc.
| Pueden haca?se modificaciones al llevar a cabo el

presente invento sin apsrtarse por ello de su espfritu y al-
csnce vy el invento sblo ha de entenderse limitado por las
reivindicaciones anejas.

| HEsta solicitud, yue corrésponde a ls presenteds en
los Bstados Unidos de américa, el 25 de agosto de 1949, bajo
el Ndmero 112.412, se acoge a los beneficios del artfculo 51
del vigents Estetuto Ley sobre Propiedad Industrial.

]l O T Ameeme

Los puntos gde invencidn propis y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de ests Patente de Invencibdn en
Espafia, son los siguientes:

12, Un procedimiento para producir viomicine, cue

comprende cultivar uns ceps de Streptomyces puniceug en una
P4 . s . .

solucidn nutricia acuosa cue contiena carbohidrato, en con-

ficiones aerobicas sumergidas, hasta que se le comunique ac-

tividad antibd#cteriana sustancial, ¥ recupérar del caldo la
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viomicina asi producida.

29 . Un procedimiento pare producir vionicino, que
comprende cultivar una cepa de Streptomyces puniceus en un me-
dio do cultivo acuoso que contiene una sustancie, Tavorecedora
del crecimiento y que se mantiene en condiciones de crecimien-
to aerobico sumergido a una temperatura de unos 25*0 a unos
pOrC, durante un periodo de varios dias a una semana, Yy recu-
perar del mismo el antibidtico, viomicina, asi producido.

$9. Un procedimiento pera producir viom.icins, que
comprende cultivar una cepa de Strentomyces puniceus en un
medio nutricio acuoso que contiene solucidén de carbohidrato
en condiciones aerobias, hasta que se le comunique activi-
dad antibacteriana sustancial a dicha soluciodn.

49. Un procedimiento segun se reivindica en los
puntos 19., 29. 6 5*! en el cual se produce una sal de vio-
mi cifa .

5,- Un procedimiento segin se reivindica en loa
puntos 19., 29. 6 3*? en el cual se produce sulfato de vié-

micina.

69. Un procedimiento para producir un antibidético.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que "“antece-
de y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diez y sois hojas escritas
a maquine por una sola cara.

Madrid a -0
Allberto de E*-burM
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